201712.00953v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(6): 751-755 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2016.06.03 + 751.» 


临床 研究 


p16INK4a 和 蛋 日 可 作为 乳腺 癌 特 异性 分 子 标志 
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摘要 :目的 探讨 p16INK4a 蛋 白 在 乳腺 癌 中 的 表达 及 其 临床 意义 。 方 法 收集 2014 年 ~2015 年 间 手 术 切 除 的 132 例 乳腺 癌 标 
本 ,采用 罗氏 全 自动 免疫 组 化 染色 仪 进行 免疫 组 织 化 学 染色 ,检测 ER、PR、Her-2、Ki67、.CK5/6、 和 p16INK4a 表 达 , 并 按照 不 同 
表达 模式 进行 结果 判读 和 分 子 分 型 ,观察 p16INK4 在 乳腺 癌 中 的 表达 及 其 与 乳腺 癌 免 疫 表 型 分子 亚 型 及 临床 指标 的 相关 性 。 
结果 132 例 浸润 性 乳腺 癌 中 Luminal A 型 58 例 .Luminal B 型 32 例 .Her-2 型 21 例 、basal-like(BLBC) 型 12 例 .Normal-like 型 9 
例 。p16INK4a 和 蛋白 表达 阴性 (0) 、 弱 阳性 (1+) 、 阳 性 (2+) 和 强 阳性 (3+) 表 达 样 本 分 别 占 总 数 的 5.30%(7/132) 、11.36%(15/132)、 
30.30%(40/132) .53.03%(70/132 )。 按 照 p16INK4a 表 达 强 度 ,将 阴性 (0) 和 弱 阳 性 (1+) 病 例 合 并 为 阴性 组 (入 1+) ,将 阳性 (2+) 
和 强 阳性 (3+) 病 例 合并 为 阳性 组 (=2+) ,p16INK4a BAPE (<1 +) RIEKA 16.67% (22/132) .p16INK4a 阳性 (=2+) 表 达 率 为 
83.33%(110/132)。 按 照 构成 比 进行 统计 分 析 , 发 现 p16INK4a 和 蛋白 的 表达 强度 除 在 不 同年 龄 分 组 中 具有 统计 学 差异 (P<0.05) 
之 外 ,与 ER、PR、Her-2 及 分 子 分 型 和 是 否 存 在 转移 之 间 均 无 统计 学 差异 (P>0.50)。 结 论 p16INK4A 代 偿 性 高 表达 是 浸润 性 乳 
腺 癌 细 胞 周期 异常 的 主要 机 制 , 且 p16INK4A 可 作为 温润 性 乳腺 癌 细 胞 特异 性 的 分 子 标志 ,采用 IHC 技 术 检 测 p16 INK4a 的 表 
达 不 仅 为 乳腺 癌 诊 断 提供 了 一 种 重要 方法 ,也 为 乳腺 癌 的 机 制 研究 提供 有 价值 的 信息 。 
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p16INK4a protein is a specific molecular biomarker of breast cancer 
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Abstract: Objective To investigate the expression of p16INK4a protein in breast cancer and analyze its clinical significance. 
Methods A total of 132 surgical specimens of primary breast cancer obtained between 2014 and 2015 were examined for 
expressions of ER, PR, CK5/6, Her-2 and p16INK4a proteins using immunohistochemistry. Results The breast cancer samples 
were classified into 5 molecular subtypes, namely Luminal A (58 cases), Luminal B (32 cases), Her-2-positive (21 cases), 
basal-like (12 cases) and normal-like (9 cases) types. p16INK4a expression was negative in 7/132 (5.3076) cases, weakly positive 
in 15/132 (11.36%) cases, positive in 40/132 (30.30%) cases, and strongly positive in 70/132 (53.03%) cases. When categorizing 
negative and weakly positive cases into negative group and the positive and strongly positive cases into positive group, the 
total negative and positive expression rates of p16INK4a were 16.67% (22/132) and 83.33% (110/132) in the carcinoma tissues. 
Statistical analysis showed the expression intensity of p16INK4a differed significantly between the age groups (P<0.05) but was 
not significantly correlated with ER, PR, Her-2, molecular subtypes or metastasis of the tumors. Conclusion The compensatory 
high expression of p16INK4a is the main mechanism of cell cycle deregulation in invasive breast cancer and can be an 
important specific molecular marker for invasive breast cancer. 
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细胞 周期 调控 中 p16INK4a-CDK4/6-pRb 负 反馈 。 公共 分 子 事件 和 重要 环节 ,而 p16( 也 称 多 肿瘤 抑制 基 
通路 ”异常 是 包括 乳腺 瘤 2 在 内 的 多 种 肿瘤 发 生 的 早期 1, MTS1) 和 RB 基因 (RB)“* 的 缺失 突变 和 甲 基 化 
等 被 认为 是 导致 该 通路 异常 的 关键 因子 。 而 高 危 型 
收 稿 日 期 :2015-12-24 HPV E7 蛋白 与 RB 蛋白 的 结合 并 通过 
nid o et ocala p16INK4a-CDK4/6-pRb 负 反 馈 调节 通路 引起 的 
ean 长 江 学 者 和 创新 团队 发 展 计划 "创新 团队 pl6INK4a 蛋白 代 偿 性 高 表达 “已 成 为 HPV 相关 宫颈 
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i E 浸润 性 乳腺 瘤 中 的 表达 ,分 析 p16INK4a 的 表达 与 乳腺 
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癌 相 关 基 因 的 表达 、 分 子 分 型 及 转移 能 力 之 间 的 相关 
性 ,为 乳腺 癌 的 诊断 和 机 制 研究 提供 新 的 分 子 靶 标 和 临 
床 证 据 。 


1 资料 和 方法 
1.1 临床 资料 

收集 西安 交通 大 学 第 二 附属 医院 病理 科 2014 年 1 
月 ~2015 年 7 月 术 前 未 接受 放 、 化 疗 的 手术 切除 乳腺 癌 
标本 132 例 ,其 中 男性 3 例 ,女性 129 例 ,年 龄 29~90 岁 ， 
平均 52.41 岁 。 按照 年 龄 分 组 ,年 轻 乳 腺 癌 (<35 岁 )15 
例 \ 老 年 性 乳腺 癌 (=65)25 例 ,35-65 年 龄 段 92 例 。 所 有 
样本 由 具有 诊断 资质 的 病理 医师 进行 病理 诊断 ,并 根据 
Perou ^ All Sorlie 等 上 分 子 分 型 方法 ,按照 ER , PR CKS/ 
6 Her-2 .Ki67 免 疫 组 化 结果 分 为 五 型 ,根据 CK5/6 的 表 
达 将 三 阴性 乳腺 癌 (TNBC) 中 的 Basal like 型 与 
Normal-like 型 予以 区 别 , 同 时 以 >10% 作 为 ER、PR 和 
ki-67 的 阳性 判定 界 值 。 
1.2 试剂 和 仪器 

Anti-p16INK4a (clone 6H12) ER PR Ki67 ,CK5/ 
6 鼠 单 克隆 抗体 购 自 中 福州 迈 新 生物 技术 开发 有 限 公 
司 。Anti-Her-2 单 克隆 抗体 和 人 免疫 组 化 染色 试剂 盒 
UltraView Universal DAB Detection Kit (Ventana) 购 
自 罗 氏 诊断 产品 (上 海 ) 有 限 公司 。 使 用 的 全 自动 免疫 
组 化 仪器 为 Ventana Bench Mark XT( 瑞 十 ,罗氏 )。 
1.3 HE 染色 和 免疫 组 化 染色 方法 

所 有 标本 均 经 4% 中 性 甲醛 固定 ,常规 脱水 ,石蜡 包 
埋 ,4 hm 厚 切片 ,HE 染色 。 免 疫 组 化 染色 采用 Ventana 
Bench Mark XT 全 自动 免疫 组 化 染色 仪 完 成 ,具体 方法 
参照 仪器 操作 流程 :(1) 石 晴 切 片 4~5 um 厚 , 置 于 65 C 
烤 片 机 中 60 min, 粘 贴标签 后 置 于 机 器 切片 盘 上 ;(2) 
DAB 试剂 盒 , 苏 木 精 、` 返 蓝 液 .一 抗 等 试剂 瓶 依次 放 上 
检测 试剂 架 前 准备 运行 ;(3) 染 色 步 又 包括 消化 抗体 旷 
育 、 复 染 等 , 约 4h 完 成 ;(4) 切 片 用 含 温和 清洁 剂 的 清水 
冲洗 ,梯度 乙醇 脱水 、 二 甲 茶 透 明 、 中 性 树脂 胶 封 国 ;(5) 以 
癌 旁 组 织 作为 内 对 照 ,同时 设置 阴性 对 照 和 阳性 对 照 。 
1.4 结果 判定 

ER 和 PR , CK5/6 fill Her-2 免疫 组 织 化 学 染色 结果 
分 别 按照 胞 核 型 分 子 和 胞 膜 型 分 子 判读 标准 判读 ， 
p16INK4a 免 疫 组 化 染色 按照 质 / 核 型 分 子 判 读 标准 进 
TARE”: (1)0: EE; (2)1 + :10% 细 胞 呈现 不 同 程 
度 的 细胞 质 着 色 ;(3)2+ :10%~30% 的 细胞 胞 质 呈 现 强 
的 棕 褐 色 着 色 ,或 <70% 细 胞 胞 质 呈 现 弱 或 中 等 强度 质 
着 色 ; (4)3 + :>30% 细 胞 胞 质 呈 强 的 棕 褐 色 着 色 ,或 > 
70% 的 胞 质 呈 中 等 强度 着 色 。 评 分 为 "0" 者 判读 为 阴性 
(表达 缺失 ) ,评分 为 "1 者 判读 为 弱 阳 性 (正常 表达 ) , 评 
AA 2 RI 3 者 判读 为 阳性 (表达 上 调 )。 


1.5 统计 学 分 析 
采用 Fisher 确 切 概率 法 和 构成 比 x 检验 进行 分 析 ， 
P<0.05 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 乳腺 癌 的 分 子 分 型 

根据 ER、PR、Ki67、.CK5/6 的 表达 ,按照 Perou"" 和 
Sorlie 等 "分 子 分 型 标准 ,将 所 有 样本 分 为 5 型 ,其 中 : 
Luminal A 型 58 例 Luminal B 型 32 例 .Her2 型 21 例 、 
basal-like (BLBC) 型 12 例 Normal-like 型 9 例 ( 表 1)。 
2.2 p16INK4a 蛋 白 的 表达 

p16INK4a 和 借 白 在 乳腺 癌 样 本 中 呈 质 / 核 型 表达 , 阳 
性 信号 同时 定位 于 癌 细 胞 胞 质 和 细胞 核 内 。 在 132 例 
乳腺 癌 组 织 样本 中 ,p16INK4a 蛋白 阴性 (0) 、 弱 阳性 
(1+)、 阳 性 (2+) 和 强 阳 性 (3+) 表 达 样 本 分 别 占 总 数 的 
5.30% (7/132) , 11.36% (15/132) , 30.30% (40/132) 、 
53.03%( 70/132 )。 而 乳腺 癌 癌 旁 乳腺 组 织 多 以 阴性 或 
弱 阳 性 表达 ,部 分 病例 包 绕 癌 细 胞 梨 的 周围 间 质 细胞 可 
见 中 等 阳性 的 p16INK4a 表 达 ( 图 1)。 

按照 p16INK4a 表达 强度 ,将 阴性 (0) 和 弱 阳性 
(1+) 病 例 合并 为 阴性 组 (<1+) 将 阳性 (2+) 和 强 阳 性 
(3+) 病 例 合并 为 阳性 组 (=2+) 后 ,p16INK4a 阴 性 (<1+) 
表达 率 为 16.67%(22/132) .p16INK4a 阳性 (=2+) 表 达 
率 为 83.33%(110/132)。 按 照 构成 比 进行 统计 分 析 , 发 
现 p16INK4a 和 蛋白 的 表达 强度 除 在 不 同年 龄 分 组 中 具 
有 统计 学 差异 (P<0.05) 之 外 ,与 ER PR Her-2 及 分 子 分 
型 和 是 和 否 存在 转移 等 因素 之 间 均 无 统计 学 差异 (P> 
0.50, 表 1)。 


3 讨论 

p16 基 因 缺 失 或 / 伴 CpG 岛 甲 基 化 导致 的 p16INK4a 
失 活 及 RB 基 因 的 杂 合 性 缺失 导致 的 p16INK4a-CDK4/ 
6-pRb 负 反馈 调节 通路 异常 被 认为 是 多 种 肿瘤 (包括 乳 
腺 癌 ) 发 生 和 演进 的 重要 早期 分 子 事件 和 重要 原因 "5 。 
但 近来 发 现 除 了 HPV 相关 肿瘤 ,p16INK4a 在 多 种 非 
HPV 相关 恶性 肿瘤 中 可 出 现代 偿 性 高 表达 。 虽 然 ,该 
研究 结果 显示 浸润 性 乳腺 癌 中 p16INK4a 和 蛋白 的 表达 
除 与 年 龄 分 组 具有 相关 性 外 ,与 乳腺 癌 细 胞 中 ER PR、 
Her-2 的 表达 及 其 分 子 分 型 转移 能 力 等 因素 之 间 均 无 
相关 性 。 但 是 ,p16INK4a 蛋 白 在 浸润 性 乳腺 癌 中 也 同 
样 存在 显著 的 代 偿 性 高 表达 ,其 阳性 表达 率 (=2+) 高 达 
83.33%(110/132) ,而 p16INK4a 阴 性 表达 (0) 和 弱 阳 性 
表达 仅 占 5.30% (7/132) 和 11.36% (15/132). FT JL, 
p16INK4A 代 偿 性 高 表达 也 是 乳腺 癌 的 重要 免疫 表 型 
特征 ,而 p16 双 等 位 基因 和 缺失 或 甲 基 化 并 不 是 浸润 性 乳 
腺 癌 细 胞 周期 调控 通路 异常 的 主要 分 子 机 制 。 这 与 此 
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表 1 p16INK4a 蛋白 在 132 例 乳腺 癌 样 本 中 的 表达 
Tab.1 Expression of pl6INK4a protein in 132 breast cancer samples 
Expression level of 
Group pl6INK4a protein n (96) Total (n) £ P 
xl 22+ 
Age (year) 
<35 3 (2.27) 12 (9.09) 15 (11.36) 18.794 0.00 
36-65 13 (9.85) 79 (59.85) 92 (69.70) 
265 6 (4.55) 19 (14.39) 25 (18.94) 
Her-2 
<l+ 15 (11.36) 63 (47.73) 78 (59.09) 0.903 0.477 
224 7 (5.30) 47 (35.61) 54 (40.91) 
ER 
<10% 5 (3.79) 44 (33.33) 49 (37.12) 2.343 0.152 
>10% 17 (12.88) 66 (50.00) 83 (62.88) 
PR 
<10% 16 (12.12) 69 (52.27) 85 (64.39) 0.800 0.468 
>10% 6 (4.55) 41 (31.06) 47 (35.61) 
Molecular Type 2.664 0.616 
Luminal A 11 (8.33) 47 (35.61) 58 (43.94) 
Luminal B 6 (4.55) 26 (19.70) 32 (24.24) 
Her-2 1 (0.76) 20 (15.15) 21 (15.91) 
BLBC 2 (1.52) 10 (7.58) 12 (9.09) 
Normal-like 2 (1.52) 7 (5.30) 9 (6.82) 
Metastasis 
No 17 (12.88) 87 (65.91) 104 (78.79) 0.036 0.783 
Yes 5 (3.79) 23 (17.42) 28 (21.21) 
Total (n) 22 (16.67) 110 (83.33) 132 (100.00) 


前 认为 的 p16 双 等 位 基因 缺失 或 甲 基 化 在 乳腺 癌 细 胞 
周期 调控 异常 中 中 占 主 要 地 位 的 观点 并 不 一 致 "7 。 

如 前 所 述 , 在 细胞 周期 的 p16INK4a-CDK4/6-pRb 
负 反 馈 调 控 环 路 中 ,p16INK4a 失 活 会 丧失 对 CDK4/6 
激酶 活性 的 抑制 ,使 Rb 蛋白 磷酸 化 ,高 磷酸 化 的 PRb 随 
之 释放 与 其 结合 的 E2F, 继 而 活化 与 $S 期 DNA 合 成 密切 
相关 基因 的 转录 和 表达 ,促使 细胞 顺利 通过 G1 一 S 关 
卡 。 同 样 ,由 于 CyclinD1 过 度 表 达 直 接 活化 CDK4/6 激 
酶 也 会 使 细胞 通过 G1 一 S$ 关卡。 而 RB 蛋白 失 活 不 仅 
可 通过 p16INK4a-CDK4/6-pRb 负 反馈 调节 通路 、 还 会 
通过 丧失 对 多 梳 抑制 复合 体 1(PRCI) 的 直接 招募 作用 
而 引起 p16INK4a 的 代 偿 性 高 表达 "9 。 

可 见 ,在 浸润 性 乳腺 癌 中 p16INK4a 和 蛋白 的 缺失 和 
高 表达 均 是 肿瘤 细胞 特征 性 的 免疫 表 型 ,反映 的 是 两 种 
不 同 的 细胞 周期 调控 机 制 :p16INK4a 和 蛋白 缺失 (“0”) 提 


示 p16 基 因 缺 失 或 启动 子 区 的 高 甲 基 化 是 肿瘤 细胞 周 
期 调控 异常 的 重要 机 制 ;而 当 p16INK4a 乍 白 代 偿 性 高 
表达 (“2+ 或 3+”) 时 ,提示 Rb 基因 异常 可 能 是 肿瘤 细胞 
周期 调控 异常 的 重要 机 制 ,这 也 是 恶性 肿瘤 中 RB 基因 
与 p16INK4a 表 达 负 相关 ,是 在 高 表达 p16INK4a 重 白 
的 同时 维持 肿瘤 细胞 高 增值 活性 的 分 子 机 制 。 甚 至 ,有 
学 者 认为 p16INK4a 高 表达 与 肿瘤 的 侵袭 性 行为 和 预 
后 不 良 有 关 2 3。 因此 ,并 不 能 简单 地 以 上调? 或 “下 
调 ?" 浏 读 p16INK4a 和 蛋白 表达 的 结 

显然 ,作为 肿瘤 抑制 因子 和 细胞 周期 负 性 调控 
子 ,p16INK4a 和 蛋白 表达 异常 是 多 种 肿瘤 (包括 乳腺 瘤 ) 
细胞 周期 调控 的 公共 早期 分 子 事件 和 重要 环节 ,在 
HPV 相关 及 非 HPV 相关 恶性 肿瘤 中 均 具 有 普遍 性 。 该 
研究 发 现 ,p16INK4a 有 可 能 作为 乳腺 癌 诊 断 的 通用 性 
候选 分 子 标志 , 且 采 用 免疫 组 化 技术 检测 p16INK4a 和 蛋 
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图 1 p16INK4a 在 乳腺 癌 组 织 中 的 表达 


Fig.l Expression of p16INK4a in breast cancer tissue detected by immunohistochemistry (Original magnification: A, B, D: x10; 
C, E, E, G, H: x20). A: Negative p16INK4a expression in normal breast tissue; B: p16INK4a expression was negative (0) in 
mammary gland epithelial tissue but positive (1+) in the stromal tissue; C: pl6INK4a was weakly positive (1+) in ductal 
hyperplasia epithelial cells; D: Negative p16INK4a expression (0) in invasive breast cancer; E: Weakly positive p16INK4a 
expression (1+) in invasive breast cancer; F: p16INK4a was positive (2+) in invasive breast cancer; G, H: Strong positive 


p16INK4a expression (3+) in invasive breast cancer. 


白 的 表达 ,可 作为 乳腺 癌 诊 断 的 重要 方法 ,并 有 可 能 为 
乳腺 癌 的 诊断 及 机 制 研究 提供 有 价值 的 信息 。 此 外 ,有 
学 者 尝试 采用 IHC 技 术 检 测 p16INK4a 表达 诊断 黑色 
素 瘤 的 前 哨 淋 巴结 癌 转 移 。 而 通过 检测 p16 INK4a 
蛋白 的 表达 进行 高 危 型 HPV 相关 高 级 别 病变 和 恶性 肿 
瘤 病 变 ( 如 口腔 .肛门 及 泌尿 生殖 系统 肿瘤 ) 的 诊断 和 鉴 
别 诊断 的 成 果 应 用 ,也 从 另 一 方面 证 实 了 该 方法 的 可 行 
poros 

总 之 ,p16INK4A 代 偿 性 高 表达 是 浸润 性 乳腺 癌 中 
细胞 周期 调控 异常 的 主要 机 制 ,p16INK4A 代 偿 性 高 表 
达 可 作为 浸润 性 乳腺 癌 的 免疫 表 型 特征 和 癌 细 胞 特异 
性 的 分 子 标志 。 而 且 , 基 于 IHC 技 术 的 可 靠 性 及 普及 
性 ,采用 免 IHC 技 术 检 测 p16 INK4a 的 表达 为 乳腺 癌 诊 
断 提 供 了 一 种 重要 方法 ,也 为 乳腺 癌 的 机 制 研究 提供 有 
价值 的 信息 。 当 然 ,最 终 确 定 p16INK4A 作 为 乳腺 瘤 分 
子 靶 标的 可 信 性 , 仍 需 要 采用 大 样本 研究 ,通过 对 其 特 
异性 ,敏感 性 \ 阳 性 预测 值 . 阴 性 预测 值 等 参数 的 分 析 才 
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